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@ Verfahren zur Gewlnnung von Insulin mlt korrekt verbundenen CystlnbrUcken. 



@ Es wird ein Verfahren zur Gewinnung von Insulin mit korrekt verbundenen CystinbrUcken aus einer 
entsprechenden Proinsulinaminosaurekette in Anwesenheit von Mercaptan, chaotropen Hilfsstoffen und einem 
pH-Wert von 10 bis 11 beschrieben, sowie die direkte Umsetzung des Proinsulins zu Insulin mit Hilfe von 
Enzymen und direkte Isolierung des Insulins aus dem Reaktionsansatz mit Hilfe hydrophober Adsorberharze. 
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Humaninsulin ist ein Protein mit zwei Aminosaureketten mit zusammen 51 Aminosaureresten. In den 
beiden Anninosaureketten kommen 6 Cysteinreste vor, wobei je zwei Cysteinreste uber eine DisulfidbrGcke 
untereinander verbunden sind. In biologisch aktivem Humaninsulin sind die A- und B-Ketten Ober zwei 
CystinbrUcken miteinander verbunden, und eine weitere Cystinbrllcke konnmt in der A-Kette vor. Innerhalb 
eines HumaninsulinmolekOls gibt es statistisch gesehen 15 MSglichkeiten zur Ausbildung von DisulfidbrUk- 
ken. Im biologisch wirksamen Humaninsulin kommt nur eine der 15 Mogllchkeiten vor. Die folgenden 
Cysteinreste sind im Humaninsulin miteinander verknUpft: 
A 6 - A 11 
A7- B7 
A 20 - B 19 

Die Buchstaben A und B stehen fUr die jeweilige Insulinaminosaurekette, die Zahl fUr die Position des 
Aminosaurerestes, die vom Amino- zum Carboxylende der jeweiligen AminosSurekette gezShlt wird. 
DisulfidbrUcken konnen auch zwischen zwei HumaninsulinmolekOlen ausgebildet werden, so daS leicht 
unUbersehbar viele verschledene DisulfidbrOcken entstehen kSnnen. 

Ein bekanntes Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin beruht auf der Verwendung von humanem 
Proinsulin. Humanes Proinsulin ist ein Protein mit einer linearen Aminosaurekette aus 86 AminosSureresten. 
wobei die B- und A-Ketten des Humanlnsulins Gber ein C-Peptid mit 35 Aminosaureresten miteinander 
verbunden sind. Die Ausbildung der in Humaninsulin vorkommenden DisulfidbrUcken erfolgt Uber ein 
Zwischenprodukt, wobei die Cysteinreste des Humanlnsulins mit einer Schwefelschutzgruppe. z.B. einer S- 
Sulfonat (-S-S03")-Gruppe versehen sind (EP 0 037 255). Ferner ist ein Verfahren zur Gewinnung von 
Proinsulin mit korrekt verbundenen CystinbrUcken bekannt (Biochemistry, 60, (1968), Seiten 622 bis 629), 
das von Proinsulin gewonnen aus Schweinepankreas ausgeht, bei dem die Cysteinreste als Thiolreste (-SH) 
vorliegen. Unter dem Begriff "korrekt verbundenen CystinbrUcken" versteht man die DisulfidbrUcken, die in 
biologisch aktivem Insulin aus Saugetieren vorkommen. 

Gentechnische Verfahren eriauben es, menschliches Proinsulin Oder Proinsulin, das eine von Humanin- 
sulin abweichende Aminosauresequenz und/oder Aminosaurekettenlange hat, in Mikroorganlsmen herzustel^ 
len. Die von gentechnisch veranderten Escherichia-coli-Zellen hergestellten Proinsuline haben keine korrekt 
verbundenen CystinbrUcken. Ein Verfahren zur Gewinnung von Humaninsulin mit E. coli (EP 0 055 945) 
beruht auf folgenden Verfahrensschritten: 

Fermentation der Mikroorganlsmen - ZellaufschluB - Isolierung des Fusionproteins - Bromcyanspaltung des 
Fusionproteins - Isolierung des Spaltprodukts mit der Proinsulinsequenz - Schutz der Cysteinreste von 
Proinsulin durch S - Sulfonat-Gruppen - Ausbildung der korrekt verbundenen CystinbrUcken - Sulfitolyse - 
Entsalzen des Proinsulins - Chromatographische Reinigung des Proinsulins mit korrekt verbundenen 
CystinbrUcken - Konzentrierung der Proinsuliniesung - Chromatographische Reinigung der konzentrierten 
Proinsulinlosung - Enzymatische Spaltung des Proinsulins zur Gewinnung von Humaninsulin - Chromatogra- 
phische Reinigung des entstandenen Humanlnsulins. 

Nachteile dieses Verfahrens sind die Anzahl der Verfahrensschritte und die Verluste bei den Reini- 
gungsschritten, die zu einer geringen Ausbeute an Insulin fUhren. Wegen des vielstufigen Verfahrensweges 
mussen erhebliche Verluste in Kauf genommen werden. Von der Stufe des isolierten Fusionproteins Uber 
Bromcyanspaltung, Sulfitolyse und Reinigung des Proinsulins muS mit einem bis zu 40%igem Verlust von 
Proinsulin gerechnet werden (EP 0 055 945). Ahnlich hohe Verluste kSnnen im Verlauf der nachfolgenden 
Reinigungsschritte bis zum Endprodukt auftreten. 

Ausbeutesteigerungen bei der gentechnischen Herstellung von Humaninsulin oder Insulinderivaten 
lassen sich dann erzielen, wenn die Zahl der notwendigen Verfahrensschritte wesentlich verringert werden 
kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zur Gewinnung von Insulin mit korrekt 
verbundenen CystinbrUcken der Insulinaminosaurekette zu entwickein, bei dem weniger Verfahrensschritte 
notig sind und insgesamt geringere Reinigungsverluste auftreten. 

Es wurde nun ein Verfahren zur Gewinnung von Insulin der Formel I 
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gefunden, 

das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

A) ein Protein der Formel II, 

R2-Ri-B2-B29-Y-X-Gly-A2-A20-R3 (II) 

mit einer Menge eines Mercaptans, die 2 bis 10 Reste -SH des Mercaptans pro Cysteinrest des Proteins 
der Formel II ergibt, in Gegenwart von mindestens einem chaotropen Hilfsstoff In einem wSBrigen 
Medium bei einem pH-Wert von 10 bis 11 und einer Konzentration des Proteins der Formel II von 0,05 
bis 0,3 9 pro Liter waSrigen Mediums umsetzt und 

B) das erhaitene Proinsulin mit korrekt verbundenen CystinbrOcken mit Trypsin, einem trypsinahnlichen 
Enzym und gegebenfalls zusStzlich mit Carboxypeptidase B oder einer Mischung der genannten 
Enzyme zu dem Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrUcken umsetzt, 

C) das so erhaitene Umsetzungsprodukt mit 3 bis 50 g eines hydrophoben Adsorberharzes pro Liter 
waBrigen Mediums bei einem pH-Wert von 4 bis 7 versetzt, 

D) das Adsorberharz mit adsorbiertem Insulin der Formel I isoliert und 

E) das Insulin der Formel I vom Adsorberharz desorbiert; dabei ist in Formein I und II 
X 

a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lys oder Arg oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 AminosSureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg oder Lys 
am N-terminalen- und Carboxylende des Peptids, 

ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 



Y 
Z 



Ri 
R2 



a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Arg oder Lys, 

b) ein Peptid mit 2 oder 3 AminosSureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg oder Lys 
am Carboxylende des Peptids, oder 

c) OH, 

ein Phenylalaninrest oder eine kovalente Bindung, 



a) ein Wasserstoffatom, 

b) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lys oder Arg oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 AminosSureresten, enthaltend den Aminosaurerest Lys oder Arg 
am Carboxylende des Peptids, 

R^ ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest und 
die Reste A2 - A20 entsprechen der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin, tierischen Insulin 
Oder einem Insulinderivat und 

die Reste B2 - B 29 entsprechen der Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin, tierischen Insulin 
Oder einem Insulinderivat. 

Bevorzugt w^ird ein Protein der Formel II eingesetzt; dabei ist 
X der Aminosaurerest Arg oder ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von Humanin- 
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sulin, 

Y ein Aminosaurerest aus der Gruppe Ala, Thr oder Ser, 
R' der Aminosaurerest Phe. 

5 a) Wasserstoffatom Oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 25 AminosSureresten, enthaltend Arg am Carboxylende des Peptids, 
ein AminosMurerest aus der Gruppe Asn, Ser oder Gly, 
und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der B- und A-Ketten von 
Humaninsulin und 

10 es entstelit ein Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrUcl<en, dabei haben Y, R\ R^, P?, Pi2.- 
A20 und B2-B29 die obengenannte Definition und 

Z ist der AminosSurerest Arg, der Peptidrest Arg-Arg oder OH. 
Besonders bevorzugt wird ein Protein der Formel II eingesetzt; dabei ist 
X der Aminosaurerest Arg oder ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaurereste, wobei am Anfang und 
75 Ende des Peptids zwei basische AminosSurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen, 

Y der Aminosaurerest Thr, 
Ri der Aminosaurerest Phe, 

R2 

a) Wasserstoffatom oder 

20 b) ein Peptid mit 2 bis 1 5 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende der AminosSurerest Arg 

steht, 

R^ der Aminosaurerest Gly oder Asn, 
und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
Humaninsulin und 

25 es entsteht ein Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrUcken, dabei haben Y, R\ R^, R3, A2- 
A20 und B2-B29 die obengenannte Definition und 

Z ist der Aminosaurerest Arg, der Peptidrest Arg-Arg oder Lys-Lys oder OH. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB das Protein der Formel II nicht in einem ubiicherweise dem 
"Refolding" vorausgehenden Reaktionsschritt vollstandig reduziert werden muB (R. Jaenicke, R. Rudolph, 
30 1989, Folding 

Proteins, In Protein Structure a practical Approach; Ed. Creighton, T.E., Seiten 191-224, JRL Press 
Oxford; EP 0 219 874) und daB bei der beschriebenen Verfahrenswelse trotz eines hohen Anteils von 
Fremdprotein (50 - 90 %) Faltungsausbeuten erzielt werden, die in vergleichbarer Hohe liegen wie bei der 
Faltung von entsprechend gereinigten Proinsulin mit -SH-Schutzgruppen. 

35 Ferner wurde Oberraschenderweise gefunden, daB die enzymatische Umsetzung von richtig gefalteten 
Proinsulin zu dem Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrUcken auch in Gegenwart von 50 
bis 90 % Fremdprotein in hoher Ausbeute m5glich ist und das Insulin der Formel I mit guter Selektivitat an 
ein hydrophobes Adsorberharz bindet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt, verglichen mit den bisher bekannten Methoden, eine wesent- 

40 lich schnellere Herstellung mit hoheren Ausbeuten. Ursache dafUr ist die Vermeidung der Verfahrensschritte 
Sulfitolyse und gegebenenfalls Bromcyanspaltung sowie die bisher unbekannte Moglichkeit, Proinsulin 
direkt aus ihrem denaturierten Zustand in Gegenwart begrenzter Mengen von chaotropen Salzen in hohen 
Ausbeuten in ein Proinsulin mit korrekt gebundenen CystinbrOcken umzusetzen und anschlieBend ohne 
weitere Reinigung enzymatisch in das Insulin der Formel I umzusetzen. Dadurch wird es moglich, das 

45 entstandene Insulin der Formel I durch Adsorption aus der Faltungslosung abzutrennen. So konnen die 
Insuline der Formel I ohne Zwischenisolierung oder Reinigung nach Desorption vom Adsorptionsmittel 
gewonnen werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren fQhrt zu einer erheblich verkUrzten Herstellung, die 
wegen kUrzerer Standzeiten und Vermeidung von Verlusten Ausbeutesteigerungen In H6he von 25-100 % 
gegenUber den bekannten Verfahren ermoglicht. 

50 Die AminosMuresequenz von Peptiden und Proteinen wird vom N-terminalen Ende der Aminosaurekette 
an bezeichnet. Die in Formel I in Klammern gemachten Angaben, z.B. A6, A20, B1, B7 oder B19, 
entsprechen der Position von Aminosaureresten in den A- oder B-Ketten des Insulins. 

FUr den Begriff "genetisch kodierbarer Aminosaurerest" stehen die AminosSuren Gly, Ala, Ser, Thr, Val, 
Leu, He, Asp, Asn, Glu, Gin, Cys, Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro und Selenocystein. 

55 Fur die Begriffe "Reste A2 - A20" und "Reste B2 - B 29" von tierischen Insulin werden beispielsweise 
die Aminosauresequenzen von Insulin aus Rindern, Schweinen oder HUhnern verstanden.Der Begriff Reste 
A2 - A20 und B2 - B29 von Insulinderivaten steht fUr die entsprechenden Aminos3uresequenzen von 
Humaninsulin, die durch den Austausch von AminosSuren durch andere genetisch kodierbare Aminosauren 
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gebildet warden. 

Der Rest Z ist immer Teil der AminosSuresequenz von X und entsteht durch die Aktivitat dar Proteasen 
wie Trypsin, trypsinahnlichas Enzym oder Carboxypeptidase B. Der Rest R^ Ist der Aminosaurerest, der an 
Position A21 der A-Kette von Insulin steht. Der Rest Y ist der Aminosaurerest, der an Position B30 der B- 
5 Kette von Insulin steht. 

Trypsin oder trypsinahnliche Enzyme sind Proteasen, die Aminosaureketten am Arginin- Oder Lyslnrest 
spalten. 

Carboxypeptidase B ist eine Exoprotease, die baslsche Aminosaurereste wie Arg oder Lys, die am 
Carboxyterminalen Ende von Aminosaureketten stehen, abspaltet. (Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246, 
10 Seiten 6786-6791). 

Die A-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 1): 
Gly, lie, Val. Glu, Gin. Cys, Cys, Thr, Ser, lie, Cys. Ser, Leu, Tyr, Gin. Leu, Giu, Asn, Tyr, Cys, Asn. 

Die B-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 2 ): 
Phe, Val, Asn. Gin, His, Leu, Cys, Gly. Ser. His. Leu, Val, Glu. Ala, Leu. Tyr, Leu, Val. Cys. Gly. Glu, Arg. 
75 Gly. Phe, Phe. Tyr. Thr. Pro. Lys. Thr. 

Die C-Kette von Humaninsulin hat folgende Sequenz (Seq Id No. 3): 
Arg, Arg. Glu, Ala, Glu, Asp, Leu, Gin. Val. Gly, Gin. Val. Glu. Leu, Gly. Gly, Gly. Pro, Gly, Ala, Gly, Ser, 
Leu, Gin. Pro. Leu . Ala. Leu, Glu, Gly. Ser, Leu, Gin, Lys, Arg. 

Chaotrope Hilfsmittel sind Verblndungen. die In waBriger Losung WasserstoffbrOckenblndungen bre- 
20 Chen, beispielsweise Ammonlumsulfat, Guanldinhydrochlorid, Ethylencarbonat, Thiocyanat, DImethylsuIfoxid 
und Harnstoff. 

Der Begriff hydrophobes Adsorberharz steht fUr nicht ionlsche, hydrophobe, vernetzte Polymere und/oder 
Copolymere, beispielsweise Polyacrylate oder Polystyrol oder Copolymere aus Styrol und DIvinylbenzol. 
Insbesondere polymere Adsorberharze mit groGer Oberflache und vielen groBen Poren, z.B. Handelsprapa- 
25 rate der FIrmen Rohm and Haas oder Mitsubishi Chemical Industries Ltd. wie XAD16, XAD1600 oder HP20. 
Unter dem Begriff Mercaptan warden Verblndungen verstanden. die wenlgstens eine -SH-Gruppe enthalten. 
Bevorzugt sind wasserlosllcha Mercaptane. Belsplels fUr diese Verblndungen sind Dithiothraltol. Dithioeryth- 
rltol. 2-Mercaptoethanol. Cystein, Glutathion, Methylthloglykolat, 3-Mercapto-1 ,2-propandiol und 3-Mercapto- 
propionsSure. 

30 Das Protein der Formal II kann mit Hllfe einer Vielzahl gentechnlscher Konstrukte In MIkroorganlsmen 
gebildet warden (EP 0 489 780, EP 0 347 781, EP 0 453 969). Die gentechnlschen Konstrukte warden in 
fwlikroorganismen wie Escherichia coli oder Streptomyceten wahrend der Fermentation exprimiert. Die 
gebildeten Protaine warden im Inneren der MIkroorganlsmen abgelagart (EP 0 489 780) Oder In die 
Fermentatlonslosung ausgeschieden. 

35 FQr das erfindungsgamaBe Verfahren k5nnen Protaine der Formel II eingesetzt werden, die direkt nach 
dem ZellaufschluB noch mit eIner Vielzahl von Protelnen, die aus der Fermentatlonslosung und aus den 
MIkroorganlsmen stammen, verunreinlgt sind. Die Protelne der Formel II konnen aber auch In vorgerelnlgter 
Form beispielsweise nach einer Fallung oder einer chromatographischen Reinigung eingesetzt werden. 
Balm Verfahrensschritt A) geht man wie folgt vor: 

40 Die Protelne werden in einem chaotropen Hilfsmittel oder In Mischungan von varschiedenen chaotropen 
Hilfsmittein gelost. Bevorzugt wird Harnstoff Oder Guanldinhydrochlorid in ainar Konzentration von 6 bis 9 
M, bevorzugt 8 M, bezogen auf Wasser als Losungsmittel, verwendet. Der pH-Wart das Reaktionsgemi- 
sches betrSgt 8,5 bis 10.8. Beisplele fUr brauchbare Puffer sind Phosphat-. Tri(hydroxymethyl)- 
aminomethanfTris)-. Borat- Oder Glycinpuffer. Die Konzentration der Puffersubstanzen Im wSBrlgem Medium 

45 betragt bis zu 0.5 M, bevorzugt von 0,005 M bis 0.5 M, besonders bevorzugt von 0,05 bis 0,1 M. 
AnschlieBend wIrd die Proteinmischung mit einer waBrigen Mercaptanlosung gamlscht. Dadurch werden 
folgende Konzentrationen In der Reaktionsl5sung (bezogen auf Wasser) eingestellt: 

Die Konzentration des Proteins der Formal II betrMgt 0.05 bis 0,6 g/I, bevorzugt 0.1 bis 0,3 g/i. Die Menge 
das Mercaptans betrSgt 2 bis 10 Reste -SH des Marcaptans pro Cystainrest das Proteins der Formal II, 
so bevorzugt 6 bis 9. 

Der pH-Wert der Losung betragt 10 bis 11. bevorzugt 10.8. Es werden die obengenannten Pufferkompo- 
nenten verwendet. Der genaue pH-Wert wird durch Zugaba von Natronlauge eingestellt. Die Konzentration 
der Pufferkomponenten betragt 0,005 bis 0.5 M. bevorzugt 0,05 bis 0,1 M. 

Die Konzentration des chaotropen Hilfsmlttels Im Reaktionsansatz mit dem Mercaptan betragt weniger 
55 als 1 M, bevorzugt 0,1 bis 0,8 M, Insbesondere 0,3 bis 0,6 M. Als Mercaptan wird bevorzugt Cystein oder 2- 
Mercaptoethanol allain oder als MIschung eingesetzt. 

Die Temperatur wahrend der Faltung Im Verfahrensschritt A) betrSgt 0 * C bis 50 * C, vorzugswelse 2 • 
C bis 30 'C, insbesondere 4 'C bis 10 'C. Die Reaktionszelt betrSgt 3 bis 12 Stunden, bevorzugt 4 bis 8 
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Stunden, insbesondere 5 Stunden. 

^Das Ergebnis von Verfahrensschrltt A) ist ein Proinsuiln. welches korrekt verbundene CystinbrUcken 



enthait. 



Bei Verfahrensschritt B) wird die ReaktionslQsung aus Verfahrensschritt A) auf einen pH-Wert von 6 5 
bis 9. bevorzugt 8 bis 9. eingestellt. Trypsin oder eIn trypslnahnllches Enzym wird In einer Mange von 1 bis 
3 mg bezogen auf 3 g Proinsuiln nnit korrekt verbundenen CystinbrUcken dazugegeben. Gegebenenfalls 
wird Carboxypeptldase B in einer Menge von 3 bis 8 Elnheiten bezogen auf 1 g Insulin der Formal I 
dazugegeben. Es kann auch aina MIschung von Trypsin und Carboxypeptldase B zugageben werden. Die 
erhaltene Losung wird nun von 4 bis 16 Stunden bel einer Temperatur von 4 -C bis 15 -C qerUhrt Das 
Ergebnis von Verfahrensschritt B) ist ain Insulin der Formel I. welches korrekt verbundene CystinbrUcken 

Bel Verfahrensschritt C) wird die ReaktionslQsung aus Verfahrensschritt B) mit einar Saure wie 
Salzsaure oder SchwefelsSure auf einen pH-Wert von 2.5 bis 4.5 eingestallt. Wenn es zu TrUbungen der 
Losung komnien sollte. werden diese gegebenenfalls durch Filtration oder Zentrifugatlon entfernt. Die 
verbhebene Losung wird mit einem hydrophoben Adsorberharz versetzt. AIs gUnstIg haben sich Harze vom 

JevorzugtTo bis 40 g^ ^^"^^ "^^^ ^^^''^^^ ^ ^° ^ ReaktionslQsung. 

Die erhaltene Suspension kann mit eInem Salz wie NaCI bis zu einer Konzentration von 0 1 M versetzt 
werden. anschlieBend wird 3 bis 4 Stunden gerUhrt. Die Adsorption des Insulins der Formel I an das Harz 
wird durch Probennahme und HochdruckflUsslgchromatographle-Analyse (HPLC-Analyse) kontrolllert. So- 
bald kein Insulin mehr In der Losung nachwelsbar Ist. wird das Adsorberharz von der waBrigen ReaktionslQ- 
sung abgetrennt O^erfahrensschrltt D). Dies erfolgt beispielswelse durch Filtration oder Zentrifugatlon nach 
bekannten Methoden. Das Harz mit adsorblertem Insulin der Formel I wird mit einer rein wSerlgen oder 
pufferhaltigen waBrigen LQsung gewaschen. 

betSgt"""^^'^ ""''"^ ^° '^"^^ 9«waschan bis in der Waschlosung die LeitfShigkeit weniger als 0.4 mS/cm 

Die Desorption (Verfahrensschritt E) des Insulins der Formel I erfolgt nach bekannten Methoden die 
vom verwendeten hydrophoben Adsorberharz abhangen. Die Desorption erfolgt bei XAD- oder HP20- 
Adsorberharzen beispielswelse durch eine wSBrige Losung. die 20 bis 65 % eines mit Wasser mischbaren 
nichtionischen organischen LQsungsmlttels, z.B. eIn (C,-C6)-Alkanol. enthSlt. Bevorzugt wird 35 % Isopro- 
panol Oder n-Propanol Im LQsungsmlttel Wasser verwendet. Die Desorption des Insulins der Formel I erfolqt 
beispia sweise durch Waschen mit der IsopropanollQsung. Das Waschen kann auf einer RUhrdrucknutscha 
durch Mischen mit der IsopropanollQsung erfolgen oder durch Chromatographia in einer SSule. Das 
Volumenverhaltnis Harz zu IsopropanollQsung betragt 1:1 bis 1:10. bevorzugt 1:1,1 bis 1-2 Die Wasch- 
schntte konnen ein- bis fUnfmal wiederholt werden. bevorzugt zwelmal 

Die vereinlgten Isopropanolfraktionen konnen direkt oder nach VerdUnnung mit Wasser fUr weitere Chroma- 
tographiereinigungen verwendet werden. 

In den folgenden Belsplelen wird das erflndungsgemaBe Verfahren Im einzelnen beschrieben Prozent- 
angaben beziehen sich auf das Gewicht. sofern nicht anders angegeben. 



Beispiel 1 



Durch Fermentation von genetlsch modiflzlarten Escherichla-coll-Zellen (EP 0 489 780) wird ein 
Fusionsprotein mit folgendar Aminosauresequenz hergestellt. 
Prolnsullnsequanz 1 (Seq Id No. 4): 
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Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gin His 
Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu 

5 Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu 

Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu 
Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu 

'° Gin Cys Cys Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys 

Gly 

15 Proinsulinsequenz 1 entspricht der Formel II, dabei ist 



X C-Peptid von Humanlnsulin, 
Y Thr (B30), 
Ri Phe (B1), 

ein Peptid mit 1 1 Aminosaureresten, 
20 Gly (A21) und A2 - A20 die AminosSuresequenz der A-Kette von Humanlnsulin 



(Aminosaurereste 2 bis 20) und B2 - 829 die Aminosauresequenz der B-Kette von Humanlnsulin (Amino- 
saurereste 2 bis 29). 

In den E.-coli-Zellen sammelt sich das exprimierte Fusionsprotein mit der Proinsulinsequenz 1 an und 

bildet EinschluBkdrper. Nach Beendigung der Fermentation werden die Zellen durch Zentrifugation abge- 
25 trennt und durch Ubiiche Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Die freigesetzten Fusionsproteinein- 

schluGkSrperchen werden durch Zentrifugation Isollert. 

2600 g der isolierten FusionsproteineinschluBkorper (bezogen auf Trockenmasse nach Gefriertrock- 

nung) mit der Proinsulinsequenz 1 werden in 200 I einer 8 M Guanidinhydrochlorid-Losung bei pH 10,8 

gelost. Gegebenenfalls wird nach Zentrifugation geringer Mengen TrQbstoffe die klare LQsung in 1800 I 
30 einer waBrigen Cysteinlosung (250 g Cysteinhydrochloridhydrat) bei einem pH-Wert von 10,8 und einer 

Temperatur von 4 'C eingerOhrt. Der Anteil des insulinhaltigen Fusionproteins wird mit Hilfe von SDS- 

Elektrophorese-Scan (U.K. Lammli, Nature, Band 227, Seiten 680-685, 1970) bestimmt. Er betragt 45 %. 

Nach AbschluB der Faltungsreaktion wird mit Hilfe der analytischen HPLC der Gehalt an Proinsulinsequenz I 

mit korrekt verbundenen CystinbrUcken im Reaktionsansatz mit 760 g bestimmt. 
35 Die 2000 I L<3sung wird mit 6N HCI auf einen pH von 8,5 eingestellt. Dann erfolgt die Zugabe von 500 

mg Trypsin. Es entsteht 305 g Insulin 2 nach HPLC-Messung. 

Insulin 2 entspricht der Formel I, dabei ist 



Y 


Thr (B30), 


Z 


Arg-Arg, 




Phe (B1), 


R3 


Gly (A21) und 


A2 - A20 


die Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin 



(aminosaurereste 2 bis 20) und B2-B29 die Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin (Aminosau- 
rereste 2 bis 29). 

45 Insulin 2 besteht aus der Seq Id No: 6 und 9, die Ober korrekt gebundene CystinbrUcken miteinander 
verbunden sind. 

Die Losung wird mit 6N HCI auf den pH-Wert von 3.5 eingestellt und der Leitfahigkeitswert mit Hilfe 
von gesattigter NaCI-Losung auf etwa 10 mS/cm eingestellt. Eine leichte TrObung wird durch Zentrifugation 
entfernt. Zur klaren Losung werden 75 kg von HP20 (Mitsubishi Chemical Industries Ltd., DUsseldorf, 

50 Deutschland) gegeben. Die Suspension wird etwa 16 Stunden bei 4*0 langsam gerQhrt, bis kein Insulin 2 
mehr im Oberstand nachzuweisen ist. Durch Filtration Ober eine Nutsche wird das Harz abgetrennt und mit 
Wasser gewaschen, bis die LeitfShigkeit in der Waschl5sung weniger als 0,4 mS/cm betragt. Die Desorp- 
tion des Produktes erfolgt durch AufschlSmmung des Harzes in 75 I 50%iger, waBriger Isopropanollosung. 
Filtration und Inkubation mit der Isopropanollosung wird zweimal wiederholt. Nach 60 Minuten wird das Harz 

55 filtriert und anschlieBend mehrere Male in einer 35%igen Isopropanollosung inkubiert und gefiltert. Die 
Ausbeute an Insulin 2 betragt 288 g. 

Die Eluate, die Insulin 2 enthalten. kQnnen nach VerdOnnung mit Wasser und pH-Einstellung unmittelbar 
auf einer ChromatographiesSule welter gereinigt werden. 
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HPLC-Analyse 

0,5 g Protein werden in 40 ml einer LSsung aus 6 M Guanidinhydrochlorid. 50 mM Tris, pH 8,5, 5 mM 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 1 % 2-Mercaptoethanol, 10 mM Dithiothreitol be! 95 'C fur 2 m'in' gelost 
und dann be! 14000 g fUr 20 min zentrifugiert. Von dem kiaren Oberstand werden 0.02 ml auf eine 
HochdruckflOssigchromatographiesaule aufgetragen. 

Saule: ©Nucleogel RP 300-5/46 (Macherey & Nagel, Aachen, Deutschland) 

Gradient: Puffer A: 0.1 % Trifluoressigsaure (TFA) 

Puffer B: 0,09 % TFA in Acetonitril 
Temperatur: 55 *C 

Gesamtlaufzeit: 40 min, 

Der Gradient ist gekennzeichnet durch die folgende Mengen von Puffer B nach den entsprechenden 
Laufzeiten : 

10 min 25%, 12 min 60 %. 13 min 90 %. 15 min 100 %. 

FluB: 1 ml/min 

Detektion: 215 nm 
Retentionszeit von 

Insulin: etwa 19 min 

Beispiel 2 

Durch Fermentation von einem genetisch modifizierten E. coli (EP 0 347 781) wird ein Fusionsprotein 
mit folgender Aminosauresequenz hergestellt: 
Fusionsprotein 3 (Seq Id No: 5) 

Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gin Leu Gin Leu Glu 
His Leu Leu Leu Asp Leu Gin Met lie Leu Asn Gly lie Asn Asn Tyr 
Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met lie Glu Gly Arg Phe Val Asn Gin 
His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly 
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Gly lie Val Glu Gin 
Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

Dieses Fusionsprotein enthalt die AminosMuresequenz von Proinsulin 3. In den E.-coli-Zellen sammelt sich 
das exprimierte Fusionsprotein 3 und bildet EinschluBkorper. Der AufschluB der Zellen erfolgt wie in 
Beispiel 1. Die so erhaltenen Fusionsproteine 3 werden einer Bromcyanspaltung unterworfen, und es 
entsteht Proinsulin 3 (Seq Id No. 8). 
Proinsulin 3 entspricht der Formel II, dabei ist 
X Arg, 

Y Thr (B30). 

Phe (B1), 

R^ ein Peptid mit 4 Aminosaureresten, 

Asn(A21)und 

A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der AminosSuresequenz der A- und B-Ketten von Humaninsulin. 
Nach der Bromcyanspaltung wird der Gehalt an Proinsulin 3 mit Hilfe der SDS-Elektrophorese in einer 
gefriergetrockneten Probe mit 9,2 % insulinhaltigem Protein quantitativ bestimmt. 

2000 g von Proinsulin 3 werden wie im Beispiel 1 mit Cysteinhydrochloridhydrat inkubiert. Danach wird 
mittels analytische HPLC ein Gehalt von 1260 g an Proinsulin 3 mit korrekt verbundenen CystinbrUcken in 
dem gesamten Reaktionsansatz bestimmt. Wie in Beispiel 1 wird das Produkt mit 500 mg Trypsin 
behandelt. 

Es entsteht das Insulin 4. Insulin 4 entspricht der Formel I. dabei ist 

Y Thr (B30), 
Z Arg. 
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Phe(BI). 

R3 Asn (A21) und 

A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von Humaninsulin. 
Insulin 4 besteht aus der Seq Id No: 1 und 7, die Uber korrekt gebundene CystinbrGcken miteinander 
5 verbunden sind. 

Die resultierende Losung (2 m^) enthalt 800 g des Insulinderivates und wird mit 75 kg HP20 wie in Beispiel 
1 behandelt. Nach Adsorption und Desorption enthalt das vereinlgte Eluat 703 g Insulin 4 (88 % Ausbeute). 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALCEMEIKE INFORMATION: 

5 

(1) ANMELDER: 

(A) NAMEi Hoechst Aktiangeaallachaf t 

(B) STRASSEt - 

(C) ORTt Frankfurt mm Main 

(E) LAND] Faderal Republic of Germany 

(F) POSTLEITZAHLi 65926 

70 (C) TELEFHON: 069-305-6047 

<H) TELEFAX! 069-35-7175 
(I) TELEXi 041234-700 hod 

(11) ANMELDETITELi Verfahren xur Cewlnnung von Insulin mlt 
korrekt verbundenen Cyatlnbrcken 

(ill) ANZAHL OER SEQUENZENs 9 



(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRXgERi Floppy disk 

(B) COMPUTERS IBM PC Compatible 

(C) BETRIEBSSySTEM: PC-OOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

SEQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lXnge: 21 Amlnosiiuren 

(B) ART: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Elnzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Protein 

(vl) ursprOnliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

(Ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Protein 

(B) LAGE: 1..21 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG! SEQ ID NO: 1: 

Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Leu Tyr Gin Leu 
15 10 15 

Glu Asn Tyr Cys Asn 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 



(i) 

25 



SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lKngE: 30 Amlnosiiuren 

(B) ART: Amlnosiiure 

(C) STRANGFORM: Elnxel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOlS: Prot'iln 

(vl) ursprOnliche herkunft: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

SO (ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUssEL: Protein 

(B) LAGE: 1..30 



(i) 

45 



55 
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(xl) SEQUENZBESCHREIBUNC: SEQ ZD NO: 2i 

Phe VaX Aon Cln Him Leu Cys Cly Sar Hla Leu Val Glu Ala Leu Tyr 
15 10 15 

5 

Leu Val Cys Cly Glu Arg Cly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr 
20 2S 30 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NOt 3i 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKAt 

10 (A) lXngei 35 Amlnoaiiuren 

(B) ARTi Amineaiiure 
(C> STRANGFORMi Elnxel 
(D> TOPOLOCIE: linear 

(11) ART des molekUlss Protein 

'5 (vi) URSPRUNLZCHE HERKUNFTt 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

(Ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUsseL: Protein 

(B) LAGE: 1..35 

20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val Gly Cln Val Glu Leu Gly Cly 
IS 10 15 

Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Cly Ser Leu 
20 25 30 

Gin Lys Arg 
35 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

<A) I^CE: 97 Aminosiiuren 

(B) ART: Aminos Kure 

(C) STRANGFORH: Einzel 

(D) TOPOLOGIB: linear 

35 (ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUsSEL: Protein 
40 (B) LAGE: 1..97 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 



25 



30 



45 



SO 



Met Ala Thr Thr Ser Thr Cly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Cln His 
IS 10 IS 

Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Cly Clu 
20 25 30 

Arg Cly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Clu Asp Leu 
35 40 45 

Cln Val Gly Cln Val Glu Leu Gly Cly Cly Pro Gly Ala Gly Ser Leu 
50 55 60 



55 
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Gin Pro Leu Al» Leu Glu Oly Ser Leu Gin Ly« Arg Gly He V»l Clu 

*5 70 75 80 

Oln Cye Cye Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cya 
85 90 95 

5 

Cly 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NOj Si 

(i) SEQ0ENZ CHARAKTERISTIKA: 
10 C^) LXncE: 96 Aminosiiuren 

(B) ART: Aminoailure 

(C) STRANGFORHi Einsel 

(D) TOPOLOGIEi linear 

(ii) ART DES MOLEKOLSj Protein 

75 <vi) ursprOnliche HERKONFTj 

(A) ORGANISMUS: Eacherichia coli 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOsSELt Protein 

(B) LACE: 1..96 

20 

(Xi) SEQOENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: S: 

Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lya Lya Thr Gin Leu Gin Leu Glu 
^ S 10 IS 

His Leu Leu Leu Asp Leu Gin Met He Leu Aan Gly He Aan Aan Tyr 

25 2 0 2 5 30 

Lye Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met He Glu Gly Arg Phe Val Aan Gin 
35 40 45 

HiB Leu Cys Cly Ser Hie Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cya Gly 
SO 55 60 



30 



35 



Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lya Thr Arg Gly He Val Glu Gin 
^5 70 75 80 

Cya Cya Thr Ser He Cya Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Aan Tyr Cya Aan 

85 90 



95 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 6: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNGE: 32 Aminoaiiuren 

(B) ART: AminoaSure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
40 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUlS: Protein 

(vi) ursprOnliche herxunft: 

(A) ORGANISMUS: Eacherichia coli 
45 (ix) HERKMALE: 

(A) name/schlOsseLs Protein 

(B) LAGE: 1..32 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
SO Phe Val Asn Gin His Leu Cya Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr 



65 
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70 



20 



25 



30 



40 



15 10 15 

Leu Val Cyo Cly Clu Arg Cly Ph« PhB Tyr Thr Pro Ly« Thr Arg Arg 
20 25 30 



(2) INFORMATION ZO SEQ ID HOt 7i 



(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKAi 

(A) lJIncEs 31 Affilnosiiuren 

(B) ARTi AminoBKur* 

(C) STRANCFORMs Binz«l 

(D) TOPOLOGIES llnsar 

(11) ART DES MOLEkUlsx Protaln 

(vi) ursfrUnlzche HERKUNFTi 

(A) ORCANISMUSi Escharichla coll 

,c (Ix) MERKKALBi 

(A) NAME/SCHLUSSELs Prct*ln 

(B) LAGE: 1..31 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ZD NO: ?! 



Phe Val Asn Gin His Lau Cya Gly Ser HIb Leu Val Glu Ala Leu Tyr 
15 10 15 

Leu Val Cys Gly Glu Arg Cly Phe Phe Tyr Thr Pro Lye Thr Arg 
20 25 30 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NOi 8: 

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKAi 

(A) lXngE; 56 AmlnoaSiuren 

(B) ART: Amlnoaiiure 

(C) STRANGFORMt Elnxel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES KOLEKULS: Protein 

(vl) URSPROnLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coll 

(Ix) MERKMALB: 

(A) NAME/SCHLUsseL: Protein 
95 (B) LAGE: 1..56 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 



lie Glu Gly Arg Phe Val Asn Gin Hie Leu Cys Cly Ser His Leu Val 
15 10 IS 

Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro 
20 25 30 

Lys Thr Arg Gly lie Val Clu Gin Cys Cys Thr Ser lie Cys Ser Lau 
35 40 45 



45 Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

SO 55 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(1) SEQUENZ CHARAXTERISTIKA: 

(A) lXncB: 21 Amlnoskuren 
50 (B) ART: Amlnosaure 



55 
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(C) STRANGFORM: Einiel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 

(vi) URSPROnLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMALEs 

(A) NAME/SCHLOsSELi Protein 

(B) LAGE: 1..21 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gly He Val Glu Gin Cye Cy« Thr Ser He Cys Ser Leu Tyr Gin Leu 
15 10 15 

Glu Asn Tyr Cys Gly 
20 



PatentansprUche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Insulin der Formel I 



G I y- 
(A1 ) 




R^-OH 



(I) 



(Bl ) 



Cy s - 
(B7) 



Cys — 
(Bl 9) 



Y-Z 



dadurch gekennzeichnet, daB man 

A) ein Protein der Formel II, 

R2-R'-B2-B29-Y-X-Gly-A2-A20-R3 (II) 

mit einer Menge eines Mercaptans, die 2 bis 10 Reste -SH des Mercaptans pro Cysteinrest des 
Proteins der Formel II ergibt, in Gegenwart von mindestens einem chaotropen Hilfsstoff in einem 
waSrigen Medium bei einem pH-Wert von 10 bis 11 und einer Konzentration des Proteins der 
Formel II von 0,05 bis 0.3 g pro Liter wSerigen Mediums umsetzt und 

B) das erhaltene Proinsulin mit korrekt verbundenen CystinbrOcken mit Trypsin, einem trypsinahnli- 
chen Enzym und gegebenfalls zusatzlich mit Carboxypeptidase B oder einer Mischung der genann- 
ten Enzyme zu dem Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrOcken umsetzt, 

C) das so erhaltene Umsetzungsprodukt mit 3 bis 50 g eines hydrophoben Adsorberharzes pro Liter 
waBrigen Mediums bei einem pH-Wert von 4 bis 7 versetzt, 

D) das Adsorberharz mit adsorbiertem Insulin der Formel I isoliert und 
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E) das Insulin der Formel I vom Adsorberharz desorbiert; dabei ist in Formein I und II 
X 

a) ein AminosSurerest aus der Gruppe Lys oder Arg oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg oder 
6 Lys am N-terminalen- und Carboxylende des Peptids 

Y ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest, 
Z 

a) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lys oder Arg, 

b) ein Peptid mit 2 oder 3 Aminosaureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg oder 
10 Lys am Carboxylende des Peptids, oder 

c) OH, 

R' ein Phenylalaninrest oder eine kovalente Bindung, 
P? 

a) ein Wasserstoffatom, 
75 b) ein Aminosaurerest aus der Gruppe Lys oder Arg oder 

c) ein Peptid mit 2 bis 45 AminosMureresten, enthaltend den Aminosaurerest Arg 
Oder Lys am Carboxylende des Peptids, 
P? ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest und die Reste A2 - A20 entsprechen der Aminosaurese- 
quenz der A-Kette von Humaninsulin, tierischen Insulin oder einem Insulinderivat und die Reste B2 - B 
20 29 entsprechen der Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin, tierischen Insulin oder einem 
Insulinderivat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daC ein Protein der Formel II eingesetzt wird, 
dabei ist 

25 X der Aminosaurerest Arg oder ein Peptid mit der Aminosauresequenz der C-Kette von 

Humaninsulin, 

Y ein Aminosaurerest aus der Gruppe Ala, Thr oder Ser, 
der Aminosaurerest Phe. 

P? 

30 a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 25 Aminosaureresten, enthaltend Arg am Carboxylende des 
Peptids, 

R3 ein Aminosaurerest aus der Gruppe Asn, Ser oder Gly, 
und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
35 Humaninsulin und es entsteht ein Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrOcken, dabei 
haben Y, R\ R^, R3, A2-A20 und B2-B29 die obengenannte Definition und 

Z ist der AminosSurerest Arg, der Peptidrest Arg-Arg oder OH. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein der Formel II eingesetzt wird, 
40 dabei ist 

X der Aminosaurerest Arg Oder ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaurereste, wobei am Anfang und 
Ende des Peptids zwei basische Aminosaurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen, 

Y der Aminosaurerest Thr, 
R' der Aminosaurerest Phe, 

05 R2 

a) Wasserstoffatom oder 

b) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende der Aminosaurerest 
Arg steht, 

R3 der Aminosaurerest Gly oder Asn, 
so und die Reste A2 - A20 und B2 - B29 entsprechen der Aminosauresequenz der A- und B-Ketten von 
Humaninsulin und es entsteht ein Insulin der Formel I mit korrekt verbundenen CystinbrUcken, dabei 
haben Y, R\ R^, R3, A2-A20 und B2-B29 die obengenannte Definition und 

Z ist der AminosSurerest Arg, der Peptidrest Arg-Arg Oder Lys-Lys Oder OH. 

55 4. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Mercaptan Cystein oder Cystelnhydrochloridhydrat eingesetzt wird. 
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Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daS als 
hydrophobes Adsorberharz ein vernetztes Polystyrol, Polyacrylat oder ein Copolymer aus Polystyrol 
und Divinylbenzyl eingesetzt wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Insulin 
der Forme! I vom Adsorberharz mit Isopropanol oder n-Propanol desorbiert wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daS im 
Verfahrensschritt C) 0,01 bis 0.1 M Salz zugefUgt wird. 

Insulin der Forme! I, erhaiten nach einem Verfahren, gemaB einer oder mehrerer der AnsprUche 1 bis 7. 
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